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NeuroChemistry(ASN),BuenosAires,Argentina,August26･31.
28.TomoyaKitayama,YoichiNaimmmPaandYukioYoneda(2001)NMDAof
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（5）国内学会
1．宝田剛志、井上真希、大澤壮登、檜井栄一、米田幸雄(20側前駆細胞株
RAW264.7の破骨細胞分化におけるD･serineの役割日本薬学会第124年会、
大阪、3月29．31日．
2．上嶋太一、檜井栄一、宝田剛志、米田幸雄(2OO4)培養軟骨細胞ATDC5にお
ける時計遺伝子の転写調節日本薬学会第124年会、大阪、3月29-31日．
3．土橋友理子、藤森さゆ美、桧井栄一、米田幸雄(2004)培養骨芽細胞における
酸化ストレスに対するピルピン酸の防御作用．日本薬学会第124年会、大阪、
3月29-31日．
4．藤森さゆ美、大澤壮登、檜井栄一三、米田幸雄(2004)骨芽細胞における高グル
コース誘発性[3mGABA取り込み能の増強日本薬学会第124年会、大阪、3
月29-31日．
5．米山雅紀、玉置啓祐、米田幸雄(2004)培養神経系前駆細胞におけるグルタメ
イトレセプターの発現．日本薬学会第124年会、大阪、3月29．31日．
6．高野桂、小椋正人、中村洋言､米田幸雄(2004)ポリアミンによるラット由来
培養ミクログリアの生存制御．日本薬学会第124年会、大阪、3月29．31日．
－14－
7．杉山千絵、米田幸雄(2004）グループⅡ型mGluRの神経保護作用．日本薬学
会第124年会、大阪、3月29-31日。
8．岩本直子、伊藤文昭、米田幸雄、荻田喜代一（2004）トリメチルスズ誘発性神
経細胞障害に伴う高分子熱ショック蛋白質の発現増強．日本薬学会第124年会、
大阪、3月29-31日。
9．西山徳人、新田有紀、米田幸雄、荻田喜代一（2004)有機スズによる中枢神経
障害に対するグルタチオン枯渇の影響日本薬学会第124年会、大阪、3月
29-31日．
10.中道範隆、神戸悠輝、及川弘崇、米田幸雄(2004)NMDA受容体チャネルの脱
感作所要時間．日本薬学会第124年会、大阪、3月29雲31日．
11．平居貴生、米田幸雄(2004)神経細胞における磁場シグナル応答性遺伝子第
77回日本薬理学会年会、大阪、3月8－10日。
12.中道範隆、米田幸雄(2004)NMDAレセプター チヤネルの脱感受性.第77回
日本薬理学会年会、大阪、3月8－10日．
13.眞田法子、谷浦秀夫、米田幸雄(2004)細胞性粘菌の分化におけるグルタミン
酸の役割.第77回日本薬理学会年会、大阪、3月8－10日．
14.杉山千絵、米田幸雄(2004）グループⅡ型代謝調節性グルタメイトレセプター
15．
の神経保護作用．第77回日本薬理学会年会、大阪、3月8－10日．
高野桂、小椋正人、里村洋二、米田幸雄(2004）ラット脳由来培養ミクログリ
アとアストロサイトのポリアミン感受性の相違.第77回日本薬理学会年会、
大阪、3月8－10日．
16.西山徳人、米田幸雄、荻田喜代一（2004）マウス歯状回障害後の海馬 CA3領
8．10日．域における神経再生の可能性.第77回日本薬理学会年会、大阪、3月
17.土橋友理子、藤森さゆ美、檜井栄三、米田幸雄(2004） 培養骨芽細胞における
酸化ストレスに対するピルビン酸の防御作用．第77回日本薬理学会年会、大
阪、3月8－10日。
－15－
18.藤森さゆ美､槍井栄一､米田幸雄(2004)高グルコー ス下培養骨芽細胞におけ
る[3H]GABA取り込み活性の上昇.第77回日本薬理学会年会､大阪､3月S-10
日．
19.上嶋太一、槍井栄一、宝田剛志、丞旦圭雄(2004)培養軟骨細胞株ATDC5に
おける時計遺伝子の転写調節．第77回日本薬理学会年会、大阪、3月8-10日．
20.王麗楊、檜井栄一、宝田岡ﾘ志、大澤壮登、米田幸雄(2004)グルタミン酸によ
る軟骨石灰化の抑制．第77回日本薬理学会年会、大阪、3月8-10日．
21.宝田剛志、大澤壮登､檜井栄一､丞坦圭雄(2004)前駆細胞株RAW264.7にお
けるD-serineの破骨細胞分化促進作用．第77回日本薬理学会年会、大阪、3
月8-10日．
22玉置啓祐、山田清文、米山雅紀、米田幸雄(2004)ストレス負荷に伴うマウス
海馬歯状回穎粒細胞へのBrdU取り込み活性の変化.第77回日本薬理学会年
会、大阪、3月8－10日．
23.米山雅紀、玉置啓祐、米田幸雄(2OO4)胎児脳内特定部位からの神経系前駆細
胞の単離.第77回日本薬理学会年会、大阪、3月8-10日．
24.スンジユデイ、谷浦秀夫､米田幸雄(2004)カイニン酸刺激によるimmediate
earlygeneの発現とヒストン修飾の関与.第77回日本薬理学会年会、大阪、3
月8-10日．
25.後藤康彰、山田清文、平居貴生、米田幸雄(2004)持続的磁場曝露に応答する
海馬内遺伝子の探索第77回日本薬理学会年会、大阪、3月8-10日．
26.飯島壮悟、谷浦秀夫、米田幸雄(2004)NMDA腹腔内投与による海馬内AP1
とTex261の発現誘導．第77回日本薬理学会年会、大阪、3月8-10日．
27.岩本直子、山室晶子、前田定秋、伊藤文昭、米田幸雄、荻田喜代一(2004)gz
ビキチンープロテアソーム経路の阻害によるHSP105発現の増加．第77回日本
薬理学会年会、大阪、3月8-10日．
28.及川弘崇、中道範隆、神戸悠輝、米田幸雄(2004)培養神経細胞成熟に伴う二
－16－
コチン応答性変化．第77回日本薬理学会年会、大阪、3月8･10B.
29.及川弘崇、中道範隆、神戸悠輝、米田幸雄(2003)インビトロ神経細胞成熟に
伴うニコチン応答性細胞内遊離Ca2+濃度変化．日本薬学会北陸支部第109例
会および平成15年度第2回総会、富山、11月30B,
30.家亦美佳、藤森さゆ美、檜井栄一、米田幸雄(2003)間葉系幹細胞株における
神経性アミノ酸シグナリング分子の発現．日本薬学会北陸支部第109例会およ
び平成15年度第2回総会、富山、11月30日．
31.檜井栄三､宝田剛志､上嶋太一､土橋友理子､藤森さゆ美､米田幸雄(200S)転
写制御因子runx2/cbhlを介したNMDAレセプターによる骨芽細胞分化制御
機構．日本薬学会北陸支部第109例会および平成15年度第2回総会、富山、
11月30日．
32王麗楊、宝田剛志、大澤壮登、檜井栄一三、米田幸雄(2003)軟骨石灰化に対す
るグルタミン酸の抑制効果．日本薬学会北陸支部第109例会および平成15年
度第2回総会、富山、11月SOB.
33.大橋亮輔、宝田岡ﾘ志、上嶋太一、檜井栄二、米田幸雄(2003)グルタミン酸シ
グナル関連分子のラット滑膜細胞における機能的発現日本薬学会北陸支部第
109例会および平成15年度第2回総会、富山、11月SO日．
34.上嶋太一、遭荘主二､宝田剛志､米田幸雄(2003)骨芽細胞株MCT3T3-E1に
発現する時計遺伝子の転写調節．日本薬学会北陸支部第109例会および平成
15年度第2回総会、富山、11月30日．
35.井上真希、檜井栄＝、宝田岡I志、土橋友理子、村藤康裕、米田幸雄(2003)グ
ルタミン酸トランスポーターの初代培養破骨細胞における発現日本薬学会北
陸支部第109例会および平成15年度第2回総会、富山、11月SOB.
36土橋友理子、撞荘差二、藤森さゆ美、宝田剛志、米田幸雄(2003)ラット頭蓋
骨由来初代培養骨が細胞における機能的なモノカルボン酸トランスポーター
の発現．日本薬学会北陸支部第109例会および平成15年度第2回総会､富山、
11月30日．
37.米山雅紀、玉置啓祐、米田幸雄(2003)ラット胎児脳内特定部位からの神経系
－17－
前駆細胞の単離日本薬学会北陸支部第109例会および平成15年度第2回総
会、富山、11月30日．
38.宝田剛志、土橋友理子、大澤壮登、槍井栄一三、丞田幸雄(2003)D･serine合成
酵素serineracemaseの初代培養骨芽細胞における発現日本薬学会北陸支部
、
第109例会および平成15年度第2回総会、富山、11月30日．
39.中道範隆(2003)神経細胞のインビトロ成熟に伴うNMDA受容体脱感作時間
の変動．フアーマ・バイオフォーラム200S、京都、11月15｡16日．
40.平居貴生(200S)初代培養海馬神経細胞に対する磁場暴露の影響．フアーマ・
バイオフォーラム2003、京都、11月15-16B.
41.藤森さゆ美(2003)初代培養骨芽細胞におけるY.アミノ酪酸(GABA)の役割
フアーマ・バイオフォーラム2003、京都、11月15．16B.
42.檜井栄一、王麗楊、宝田剛志、米田幸雄(200S)グルタミン酸シグナルによる
関節組織の成長制御機構．第25回生体膜と薬物の相互作用シンポジウム、金
沢、11月13-14日．
43.中道範隆、神戸悠輝、及川弘崇、米田幸雄(2003)NMDA受容体脱感作メカニ
ズムの解析.第25回生体膜と薬物の相互作用シンポジウム､金沢､11月13-14
日．
44.藤森さゆ美､檜井栄一二､米田幸雄(2003)骨芽細胞に発現するGABAシグナル
分子．第25回生体膜と薬物の相互作用シンポジウム、金沢、11月13-14日．
45.上嶋太一、檜井栄一、宝田岡ﾘ志、丞田幸雄(2003)骨芽細胞株MC3T3-E1に
おける時計遺伝子periodの発現調節機構.第104回日本薬理学会近畿部会､大
阪、11月7日．
46.土橋友理子、槍井栄二、藤森さゆ美、宝田剛志、米田幸雄(2003)ラット頭蓋
骨由来初代培養骨芽細胞におけるモノカルボン酸脹ランスポーター．第104回
冒本薬理学会近畿部会、大阪、11月7臼．
47,大橋亮輔、檜井栄一、宝田岡ﾘ志、上嶋太一、米田幸雄(2003)初代培養滑膜細
胞におけるグルタメイトシグナリング関連分子の機能的発現．第104回日本薬
－18－
理学会近畿部会、大阪、11月7日．
48.宝田岡ﾘ志、桧井栄一、土橋友理子、大澤壮登、丞田幸雄(2003)初代培養骨芽
細胞におけるserineracemaseの発現.第104回日本薬理学会近畿部会､大阪、
11月7日．
49.井上真希、桧井栄一、宝田岡ﾘ志、土橋友理子､村藤康裕、米田幸雄(2003)初
代培養破骨細胞におけるグルタミン酸トランスポーターの発現｡第104回日本
薬理学会近畿部会、大阪、11月7日．
50.米田幸雄､槍井栄-(200S)骨関節系細胞におけるグルタメイトシグナリング
分子の機能的発現.第31回薬物活性シンポジウムー薬物感受性の発現制御と
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研究成果概要
心的外傷後ストレス障害(posttraumaticstresSdisorders;PTSD、トラウマ)は、圧倒的
な環境ストレスへの暴露によって生じる神経症の一つであり、その外傷的事件を反
復的に再体験するエピソード、情動麻痩、および気分変調性の全般性過度覚醒を特
徴とする。もともとは、ベトナム戦争の退役軍人間に重篤症状の蔓延したことが、
注目される契機となった精神障害疾患であるが､民間人では大災害における生存者
の約80％が、この精神的障害を受けると報告されている。多くの患者は､心的外傷
を受けて数日から数週間後に急性的に発症するが､数ヶ月ののちに突発的に発症す
る場合も見受けられる。急性型の場合でも、自然消滅するには数ヶ月を要するが、
遅延型の場合は障害が慢性経過をたどり､重大な能力障害が数ヶ月から数年続くの
で、患者の予後は極めて不良である。診断学的には､うつ病､不安障害､あるいは恐
怖障害との鑑別が求められるが､PTSDの場合にはこれら類似症状は支配的な臨床
像ではなく､心的外傷に続発する性質のものである。本研究では、このPTSDの発
症メカニズム解明研究を通じて､治療方法確立を目指すだけでなく薬物療法の可能
性を探究した。特に、今回は脳内興奮性アミノ酸としてグルタミン酸(Glu)を取り
上げ、可塑性形成の観点からPTSD発症メカニズム解析を行なった。
Gluは、興奮性神経情報伝達物質として中枢神経形のシナプス形成や、あるいは記
憶学習等の可塑性形成に極めて重要な生理的機能を有するだけでなく、神経細胞の
過剰興奮誘発を通じて､神経毒性あるいは神経変性を招来する興奮毒としての病態
生理学的意義を持つ。脳内では､Glu以外にもキノリン酸やL-システインスルフイ
ン酸の興奮毒性を挙げることが出来るが､濃度的には圧倒的にGluが脳内に高濃度
に存在する。これら興奮性アミノ酸シグナルは、細胞膜上のGluレセプターを介し
て細胞内シグナルに変換される。Gluレセプターは、細胞内シグナル応答性と遺伝
子相同性に基づき、イオノトロピック型とメタボトロピック型に大別される。イオ
ノトロピック型は､外因性アゴニストに対する感受性相違に対応して､N-メチル-D-
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アスパラギン酸(NMDA)型、カイニン酸(KA)型、およびDL-俳剛ino-3-hydroxy-
5-methylisoxazole-4-propionicacid(AhTA)型サブタイプに分類される。一方、メタボ
トロピック型Gluレセプター はすべてG蛋白質共役型であるが、リン脂質加水分
解を促進するグルー プI型と、サイクリックAW産生を抑制するグルー プII型と
グループIII型に分類される。
日常的ストレス負荷後の短期的な脳機能変化は､①神経性､②体液性および③免疫
性調節による恒常性維持機構を通じて､生体内の代償的機能変化に対応するものと
推察される。これに対して､過剰なストレスシグナルへの暴露は､恒常性維持機構の
破綻を招来して､その影響が長期間に渡り脳内に固定されると考えることが出来る。
すなわち､記憶や学習等の場合と同様に､中枢神経系の可塑性形成プロセスが､心的
外傷後ストレス障害発症の分子的背景をなす可能性考えられる次第である｡脳内の
恒常性維持と恒常性破綻の分水嶺となるストレスシグナルの発見は､単にPTSD治
療に寄与するだけでなく、精神医学あるいは神経医学の発展にも大きく貢献すると
予想される。わが国においても､サリン事件や阪神大震災など､強烈な環境ストレス
に曝される機会が増加する一途なので､本研究課題は国民的および社会的必要性の
高い内容であるとともに､研究目標の達成は国民の健康と福祉の促進に大いなる貢
献が期待される。1930年にSelyeが「ストレス学説」を提唱して以来､ストレス負
荷後に観察される不安や恐怖等の精神機能変化について､無数の解明研究が行われ
ている。例えば、実験動物にストレスを負荷すると､脳内アミン類や脳内ペプチド
類の、局所濃度変化やレセプター 機能変動等が招来される。また、GABAAレセプ
ターに作用点を持つベンゾジアゼピン類が､強い抗不安作用を示す事実から、スト
レス後の不安症状出現に脳内GABAが関与する可能性も提唱されている。このよ
うな､ストレス後に見られる急性的精神機能異常を､特定の脳内物質変動と関連付
ける研究報告は枚挙に暇がない状況である。しかるに､本研究はストレスの長期的
影響を、遺伝子転写制御の観点から解析するもので、国内外に例を見ない先駆的内
容であると位置付けることが出来る。
本研究では、PTSD(トラウマ）出現メカニズムに、特定機能蛋白質の「denovo」
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生合成が関与するとの仮説をうち立て、脳内における遺伝子転写調節に着目した。
真核細胞では､機能蛋白質生合成は主に遺伝子転写レベルでの調節を受ける。転写
制御因子は､細胞核内で遺伝子DNAからmRNAへの転写を制御する核内蛋白質で
ある。例えば、マウスにNMDAを全身的に適用すると、ロイシンジッパー 型転写
制御因子群の中でも、選択的にaCnvatorprotein-1(AP1)のDNA結合能が、脳内各部
位の中でも特に海馬において著明に増強された。この増強について、実体顕微鏡下
における凍結脳冠状切片からのパンチアウト法を用いて解析したところ､APl結合
増強は海馬の歯状回穎粒細胞層においては強く認められたが、CAl野およびCA3
野錐体細胞ではこのような増強は見られなかった。穎粒細胞層におけるAP1結合
上昇は、投与後2時間をピークとする一過性の現象であり、投与後4時間目にはほ
ぼ消失したが、錐体細胞層ではいずれの経過時間でも、著明なAP1結合上昇は観
察されなかった。次いで、各神経細胞を含まない周辺部位をパンチアウトして、同
様にAP1結合を測定したところ、いずれの周辺部位においてもNMDA投与に伴う
AP1結合上昇は観察されなかった｡また､NMDAアンタゴニストを前投与すると、
NMDAによる穎粒細胞APl結合増強は完全に阻止された。免疫組織化学的検討に
より、NⅣ皿)A投与は歯状回頚粒細胞層においてのみ、選択的にc-Fosおよびc-Jun
蛋白質を強く発現する事実が判明した｡海馬における神経細胞の脱落の有無につい
て、ニッスル染色により検討したが、NMDA投与2カ月後までいずれの神経層に
おいても、海馬内神経細胞に著変は見出せなかった。また、NMDAを全身適用す
ると、その後動物は「tailbitingjのような異常行動を示した。
同様の解析をKA投与動物についても行ったところ､投与直後から動物はけいれん
症状を示した｡投与1時間後には､海馬APl結合能の著しい上昇が認められたが、
この増強は投与後1週間の時点でも観察された。KA全身適用マウスのパンチアウ
ト標品を用いてさらに検索を進めたところ、N磯細)A投与の場合とは大きく異なり、
歯状回穎粒細胞層だけでなく、CA1野およびCA3野錐体細胞層においても著明な
AP1結合上昇が見出された。さらに、神経細胞層を含まない周辺領域についても検
索を進めたところ、KA投与は各神経細胞層のみならず、周辺領域のAP1結合も著
明に増強することが明らかとなった。免疫組織化学的検討を行った結果、KA投与
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に伴うc-Fos蛋白質の著明な発現が、穎粒細胞層において強く見られた。これに対
して、錐体細胞層においてはKAを投与しても、c-Fos蛋白質発現は穎粒細胞層の
場合ほど著明ではなかった｡Fos-B蛋白質は､穎粒細胞層および錐体細胞層ともに、
KA投与後に著明に発現したが､KA投与に伴うFra-2蛋白質発現は、穎粒細胞の方
が錐体細胞よりも著明であった。KA投与後の海馬切片をニッスル染色により検討
すると、投与直後には神経細胞死は全く観察されなかったのに対して、投与後3日
以内には錐体細胞層において著しい神経細胞の脱落が誘発された｡投与後2週間目
には、CAl野およびCA3野錐体細胞は完全に脱落したが、歯状回穎粒細胞層には
神経細胞脱落は見出せなかった。
一方､環境ストレスは様々な長期的機能変化を生じさせるが、これは一過性のスト
レス負荷の影響が、生体内に長期間固定される可塑性変化の結果だと考えられる。
さらに、過度に強烈なストレス刺激を受けると、一過性の短時間負荷の場合でも、
PTSD(トラウマ）が発生する。これは一過性のストレス負荷の影響が、脳内に長
期間固定される可塑性変化の結果だと考えられる。我々 は、以前に実験動物に拘束
水浸ストレスを負荷すると、視床下部と小脳において、可塑性形成プロセスに関与
するNMDAレセプター結合が著明に上昇する事実を見出した。今回は、ストレス
負荷による生体機能的変化と可塑性変化との関係を明らかにするため､ストレス負
荷に伴うロイシンジッパー 型転写制御因子発現について検討した。8週齢のWistar
系雄性ラットを金属製ストレスゲー ジにて拘束し、23℃の恒温槽中で1.5-6時間鎖
骨下まで浸すことにより、拘束水浸ストレス負荷を行った。ス鵬レス負荷終了一定
時間経過後に、脳内各部位、下垂体および副腎を摘出して細胞核抽出液を調製し、
ゲルシフトアッセイにより転写制御因子AP1およびcyclicAMPresponseelemem
bindingprotein(CREB)のDNA結合能を測定した。その結果、副腎では両DNA結合
ともに3時間までは､負荷時間に依存して負荷直後に測定すると有意に上昇したが、
その上昇の度合いはCREBよりもAP1の方がより著明であった。しかしながら、
いずれの時間ストレスを負荷しても、脳内各部位および下垂体では有意なAP1お
よびCREBDNA結合能に、著明な変化は認められなかった。3時間ストレス負荷
終了直後の副腎内AP1結合上昇は、NMDAレセプターアンタゴニス鵬である
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MK-801前投与では影響を受けなかったが､NMDAを前投与すると有意に抑制され
た。以上の結果より、一過性ストレス負荷は、脳内における特定転写制御因子AP1
のDNA結合には、著明な影響を与えないと推察される。
これに対して、成熟脳においても脳室下帯や海馬歯状回においては、発達脳の場合
と同様に神経系前駆細胞が存在して､ニューロン新生が行われることが明らかとな
っている。したがって、次に成熟マウス海馬歯状回に発現する神経系前駆細胞のス
トレス負荷に伴う影響について、新規DNA合成の指標となる、
5-bromo-2'-deoxyuridine(BrdU)の取り込み活性により検討を行った。その目的で、
成熟Std-ddY系雄性マウスを金属製のストレスケー ジにより拘束して､25℃の水浴
中に鎖骨下まで各時間浸してストレス負荷を行った｡胃粘膜に対するストレス負荷
の影響は検鏡により確認した。BrdU(50mg/kg)は、ストレス3時間負荷直後と12
時間後に合計2回腹腔内投与した。最初のBrdU投与から24時間後に、4%バラホ
ルムアルデヒド液を用いて動物の灌流固定を行ったのち、厚さ50脚の凍結海馬冠
状切片を作成し、BrdU抗体を用いて免疫組織化学法を行った。両側の海馬におけ
るsubgranularlayerおよびhilus内のBrdU陽性細胞数、クラスター形成細胞数、お
よびクラスター数をそれぞれ計測して定量化した。その結果、動物へのストレス負
荷時間の長さに依存して、激しい出血性胄粘膜傷害が認められた。成熟マウス脳海
馬歯状回では、穎粒細胞層および側脳室下帯においてそれぞれB㎡U陽性細胞が検
出されたが、海馬歯状回において観察された陽性細胞数はBrdU投与後時間経過に
伴って減少した。動物にストレスを3時間負荷すると、海馬歯状回で検出された
BrdU陽性細胞数、クラスター形成細胞数、およびクラスター数は、いずれも対照
群に比べて有意に減少した。以上の結果から、成熟動物へのストレス負荷は、海馬
歯状回に発現する神経系前駆細胞の増殖能を抑制する可能性が示唆される。
以上のように、ラットとマウスの両実験動物において、拘束水浸ストレス負荷が遺
伝子転写制御機構に強い影響を与えることが明らかとなった。特に、海馬歯状回顯
粒細胞における神経系前駆細胞の増殖能に対して､強烈なストレス負荷が抑制効果
を示すことが判明したので、成熟脳における神経細胞新生に対する抑制効果と
－43－
11l
b■』
PTSD発症との間に、何らかの因果関係が存在する可能性が示唆される。今後は、
ストレス負荷後に発現調節される脳内遺伝子群の探索とともに､同遺伝子発現の薬
物による制御の可能性追究が早急の課題である。これらの分子薬理学的解析を通じ
て_PTSDに対する的確な薬物療法が可能となる日が一日も早く訪れることを期待、 薬物療法が可能となる日が
したい。
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